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ABSTRAK. Protokol perbanyakan klonal yang efektif dan efisien sangat diperlukan untuk produksi benih berkualitas pada 
komersialisasi produk unggulan hasil pemuliaan. Penelitian bertujuan untuk mendapatkan protokol perbanyakan klonal Dendrobium 
‘Balithi CF22-58’ melalui embriogenesis tidak langsung. Percobaan dilakukan di Laboratorium Kultur Jaringan Balai Penelitian 
Tanaman Hias dari bulan Januari hingga Desember 2017. Penelitian ini menekankan pada penggunaan  jenis eksplan, media, 
dan sistem kultur. Jenis eksplan yang diuji adalah tunas pucuk, tunas lateral, dan pangkal plantlet dengan tiga media inisiasi [½ 
Murashige and Skoog (MS) dikombinasikan dengan 1,5 mg/l thidiazuron (TDZ) dan 0,5 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP) (MI-1), 
2,5 mg/l metathopolin (mT) dan 0,05 mg/l BAP (MI-2), dan 5 mg/l mT dan 0,05 mg/l BAP (MI-3)]; empat media proliferasi, yaitu 
½ MS dengan kombinasi: MP-1 (0,75 mg/l TDZ + 0,25 mg/l BAP), MP-2 (1,5 mg/l TDZ + 0,5 mg/l BAP), MP-3 (2,5 mg/l mT + 
0,05 mg/l BAP), dan MP-4 (5,0 mg/l+ 0,05 mg/l BAP); dua sistem kultur (padat dan cair); dan tiga media regenerasi MPP-1 (½ 
MS dengan vitamin penuh (1/2 MS-FV) + 2% charcoal); MPP-2 (½ MS-FV); dan MPP-3 (2 g/l Rosasol 18:18:18 TE). Percobaan 
disusun menggunakan rancangan acak kelompok faktorial dengan lima ulangan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa inisiasi kalus 
embriogenik (KE) tertinggi, yaitu 38,3% dengan waktu inisiasi 16,8 hari dihasilkan dari eksplan pangkal plantlet pada medium 
MI-1. Medium MP-2 dan sistem kultur cair mampu mempertahankan proliferasi KE sampai 83,1% dengan rasio penggandaan 3,23 
kali. Perkecambahan embrio terbaik sampai 86,9% embrio berkecambah dengan 18,2 kecambah per rumpun dalam waktu 21,3 
hari, ditunjukkan pada medium MPP-1, sedangkan pembesaran plantlet terbaik mencapai tinggi plantlet sampai 5 cm, jumlah daun 
hingga 4,9 helai, dan jumlah akar  2,8, dengan  2,6 cm panjang akar dan 0,27 g bobot basah plantlet, diperoleh pada medium MPP-3. 
Perbanyakan anggrek dengan protokol ini diperkirakan dapat menghasilkan sekitar 3.000–4.000 plantlet/eksplan/tahun. Protokol 
hasil penelitian ini sangat potensial diaplikasikan pada perbanyakan klonal Dendrobium melalui kultur jaringan.       
Kata kunci: Dendrobium; Embriogenesis somatik; Perbanyakan masal; Proliferasi;  Sistem kultur 
ABSTRACT. The effective and efficient clonal propagation protocol is significantly needed for producing qualified seedling 
for commercialization of superior breeding products. The objective of the study was to establish clonal propagation protocol for 
Dendrobium ‘Balithi CF22-58’ via indirect somatic embryogenesis. The study was conducted at the Tissue Culture Laboratory in 
Indonesian Ornamental Crops Research Institute from January to December 2017. The study emphasized to utilize explant source, 
culture media, and culture system. Explant types were shoot tip, lateral shoot, and basal part of plantlets; three initiation media [half 
strength Murashige and Skoog (MS) medium containing 1.5 mg/l thidiazuron (TDZ) and 0.5 mg/l 6-benzylaminopurine (BAP) 
(MI-1), 2.5 mg/l metathopolin (mT) and 0.05 mg/l BAP (MI-2), and 5 mg/l mT and 0.05 mg/l BAP (MI-3)]; four proliferation 
media (half strength MS medium supplemented with: MP-1 (0.75 mg/l TDZ and 0.25 mg/l BAP), MP-2 (1.5 mg/l TDZ and 0.5 mg/l 
BAP), MP-3 (2.5 mg/l mT and 0,05 mg/l BAP), and MP-4 (5.0 mg/l and 0.05 mg/l BAP); two culture system were solid and liquid; 
and three  regeneration media viz, MPP-1 (half strength MS medium with full vitamin and 2% activated charcoal); MPP-2 (MR-1 
activated charcoal free), and MPP-3 (2 g/l Rosasol 18:18:18 TE). These experiments were arranged using a factorial randomized 
complete block design with five replications. Results of the study revealed that the highest initiation rate of embryogenic callus 
(EC) was up to 38.3% in 16.8 days after culture. The EC was regenerated from a basal part on MI-1 medium,  MP-2 medium and 
liquid culture system were able to maintain proliferation of embryogenic callus up to 83.1% with 3.23 multiplication rate. The best 
embryo germination up to 86.9% with 18.2 germinated embryos per clump within 21.3 days was determined on MPP-1 medium. 
While the best plantlet performances with 5 cm height of plantlets, 4.9 number of leaves, 2.8 number of roots, 2.6 cm root length, 
and 0.27 g plantlet fresh weight was obtained MPP-3 medium. With this propagation protocol, 3,000 - 4,000 plantlets/explant/year 
can be produced. Results of the study have high potential to be applied for in vitro propagation of Dendrobiums. 
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Anggrek merupakan salah satu komoditas 
florikultura penting di Indonesia. Luas lahan produksi 
anggrek ini mencapai 1.721.941 m2 dengan sentra 
produksi utama terdapat di Jawa Barat, Jawa Tengah, 
Jawa Timur, dan Banten. Produksi anggrek mencapai 
23.447.237 tangkai dan 11,64 tangkai per m2 pada 
tahun 2017 (Badan Pusat Statistik dan Direktorat 
Jenderal Hortikultura 2018a, 2018b, 2018c).  Produksi 
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anggrek terutama dilakukan pada tiga genus, yaitu 
Dendrobium, Cattleya, dan Phalaenopsis. Di antara 
ketiga jenis tersebut, 34% bisnis anggrek ditempati 
oleh jenis anggrek Dendrobium, kemudian diikuti oleh 
Phalaenopsis, Vanda, dan jenis lain (Widiastoety, Solvia 
& Soedarjo 2010). Harga jual produk ini berkisar antara 
Rp50.000 s/d 500.000 per pot (Kumparan BISNIS 
2018). Analisis usaha tani anggrek Dendrobium  juga 
sangat menguntungkan dengan revenue cost ratio (R/C 
rasio) mencapai 3,06 (Purba 2015).  Namun, peluang 
dan potensi  pasar yang tinggi di pasar nasional lebih 
banyak didominasi oleh Dendrobium impor asal 
Taiwan, Thailand, dan Singapura (Kumparan BISNIS 
2018), sementara Dendrobium produk nasional belum 
banyak mewarnai pasar nasional. Oleh karena itu 
peningkatan potensi dan promosi anggrek produk 
nasional perlu terus didukung. 
Dendrobium ‘Balithi CF28-58’ merupakan salah 
satu varietas Dendrobium bunga potong yang dirilis 
oleh Balai Penelitian Tanaman Hias (Balithi) pada 
tahun 2011. Varietas ini merupakan hasil persilangan 
antara Dendrobium (‘Kiyosi Izumi’ × ‘Royal Color’) 
× Dendrobium ‘Burana Gold Splash’. Keunggulan 
varietas ini  adalah warna bunga yang atraktif, bentuk 
bunga bulat, tangkai bunga panjang dengan jumlah 
10–13 kuntum per tangkai, susunan yang menarik, dan 
cocok untuk bunga potong. Bunga Dendrobium  juga 
memiliki tekstur helaian bunga tebal dengan kesegaran 
bunga tahan cukup lama (± 2 bulan), dan beradaptasi 
dengan baik di dataran rendah sampai tinggi dengan 
ketinggian 150–1.100 dpl. (Lampiran Surat Keputusan 
Menteri Pertanian Republik Indonesia, Direktur 
Jenderal Hortikultura, Hasanuddin Ibrahim 2011). 
Meskipun potensi VUB ini cukup tinggi, namun 
komersialisasi varietas ini masih terkendala oleh 
ketersediaan benih yang sangat terbatas. 
Ketersediaan teknologi perbanyakan yang efektif 
dan efisien merupakan salah satu komponen penting 
untuk mendukung komersialisasi produk pemuliaan, 
khususnya terkait dengan penyediaan benih berkualitas. 
Protokol perbanyakan masal secara in vitro berbasis 
embrio somatik telah berhasil dikembangkan dan 
dilaporkan oleh Winarto et al. (2013) yang berhasil 
mengembangkan protokol tersebut untuk Dendrobium 
‘Zahra FR-62’ dan D. ‘Gradita 31’ (Winarto & 
Rachmawati 2013), D. ‘Gradita 10’ (Rachmawati et al. 
2014), dan D. Indonesia Raya ‘Ina’ (Rachmawati et al. 
2015), D. Sonia-28 (Julkiflee, Uddain & Subramaniam 
2014), D. Sonia ‘Ersakul’ (Juntada et al. 2015), dan 
D. aqueum (Parthibhan et al. 2018). Protokol tersebut 
umumnya dimulai dari inisiasi embriogenesis, baik 
langsung maupun tidak langsung melalui kultur eksplan 
terpilih pada medium terseleksi, dilanjutkan dengan 
tahap perbanyakan/proliferasi kalus embriogenik dan 
atau embrio, pembentukan dan perkembangan embrio, 
perkecambahan embrio, penyiapan plantlet hingga 
aklimatisasinya. Setiap protokol memiliki keunikan 
masing-masing. Sementara protokol perbanyakan 
masal D. ‘Balithi CF 22-58’ hingga saat ini belum 
pernah dipublikasikan.    
Perkembangan embriogenesis somatik pada 
tanaman monokotil seperti anggrek, dimulai dari 
tahap pro-embrio, globular, globular memanjang, 
skutellar, dan koleoptilar (Godbole et al. 2002; George 
1996 dalam Jha & Gosh 2005. Embrio somatik dapat 
terbentuk secara langsung dan tidak langsung. Embrio 
somatik yang terbentuk secara langsung berasal dari 
sel tunggal atau kelompok sel yang menyusun jaringan 
eksplan tanpa melalui pembentukan kalus, sedangkan 
embrio yang terbentuk secara tidak langsung adalah 
pembentukan embrio melalui fase kalus (Slater, Scott 
& Fowler 2003; Quiros-Fiqueroa, Herrera & Avalos 
2006; Lee et al. 2009)
Penelitian ini bertujuan mengembangkan protokol 
perbanyakan masal D. ‘Balithi CF 22-58’ secara in 
vitro melalui jalur embriogenesis somatik. Hipotesis 
penelitian ini adalah terdapat pengaruh nyata dari 
jenis eksplan, media, dan sistem kultur terhadap 
inisiasi kalus embriogenik (KE), proliferasi KE, 
perkecambahan embrio dan pembesaran plantlet D. 
‘Balithi CF22-58’. 
 
BAHAN DAN METODE
Waktu dan Tempat 
Penelitian dilaksanakan dari bulan Januari sampai 
Desember 2017 di Laboratorium Kultur Jaringan, 
Balai Penelitian Tanaman Hias, Segunung, Cianjur-
Jawa Barat.
Inisiasi Kalus Embriogenik D. ‘Balithi CF22-58’
Penelitian menggunakan sumber eksplan berupa 
plantlet hasil perbanyakan terbatas D. ‘Balithi CF22-
58’ (Gambar 2B). Eksplan yang diuji adalah tunas 
pucuk (TP), tunas lateral (TL), dan basal part (BP) 
plantlet (Gambar 2C). Eksplan diisolasi dengan cara 
membuang daun terluar dan menyisakan bagian mata 
tunas  di bawah mikroskop stereo, memotong eksplan 
dan mengkulturkannya dalam botol kultur (Ø 2,5 cm dan 
tinggi 5,5 cm) berisi 2,5 ml media perlakuan untuk inisiasi 
kalus/embrio (Gambar 2D). Kalus/embrio yang terinisiasi 
diamati pertumbuhannya hingga ± 1 bulan dan diseleksi 
untuk mendapatkan kalus-kalus unggul (pertumbuhan 
cepat, penampilan hijau segar, dan remah) yang siap untuk 
diproliferasikan membentuk kalus/embrio.  
3Fitri Rachmawati et al.: Protokol Perbanyakan Masal Dendrobium ‘Balithi CF22-58’ 
Secara In Vitro Melalui Embriogenesis Somatik Tidak Langsung ...
Percobaan disusun menggunakan rancangan acak 
kelompok (RAK)  faktorial, dua faktor dengan lima 
ulangan. Faktor pertama adalah tiga media inisiasi, 
yaitu MI-1 (1,5 mg/l TDZ + 0,5 mg/l BAP) sebagai 
kontrol (Rachmawati et al. 2015 & Rachmawati et 
al. 2016), MI-2 (2,5 mg/l metathopolin (mT) + 0,05 
mg/l BAP), dan MI-3 (5,0 mg/l mT + 0,05 mg/l BAP). 
Semua perlakuan menggunakan media dasar setengah 
kekuatan Murashige and Skoog (½ MS) dengan 
penambahan 20 g/l sukrosa dan 2 g/l gelrite. Faktor 
kedua adalah tiga jenis eksplan (tunas pucuk, tunas 
lateral, dan basal part).  
Proliferasi Kalus Embriogenik D. ‘Balithi CF22-58’ 
Kalus embriogenik (KE) D.‘Balithi CF22-58’ 
yang berumur ± 1 bulan (Gambar D1–D4) selanjutnya 
diperbanyak menggunakan teknik thin cross section 
(TCS)/memotong secara melintang KE (ketebalan 0,5–
1,0 mm) dan dikulturkan menggunakan sistem kultur 
padat dalam cawan petri berdiamater 6 cm (Gambar 
E1–E4) dan sistem kultur cair dalam erlenmeyer 100 
ml (Gambar F1–F4). Kalus disubkultur sebanyak 
empat kali dengan interval 1 bulan. Khusus untuk 
sistem kultur cair, kultur dipelihara dengan digoyang 
di atas rotary table shaker dengan kecepatan ±100 rpm. 
Percobaan pada tahap proliferasi disusun 
menggunakan RAK pola faktorial, dua faktor dengan 
lima ulangan.  Faktor pertama adalah empat komposisi 
media proliferasi, yaitu: MP-1 (0,75 mg/l TDZ +0,25 
mg/l BAP ), MP-2 (1,5 mg/l TDZ +0.5 mg/l BAP), 
MP-3 (2,5 mg/l mT+ 0.05 mg/l BAP), dan  MP-4 
(5,0 mg/l mT + 0,05 mg/l BAP). Semua media dibuat 
menggunakan media dasar ½ MS dengan penambahan 
20 g/l sukrosa dan 2 g/l gelrite. Faktor kedua adalah 
dua sistem kultur, yaitu sistem padat dan cair. 
Pembentukan dan Perkembangan Embrio Somatik 
D. ‘Balithi CF22-58’
Kalus D. ‘Balithi CF22-58’ hasil proliferasi, 
sebelumnya dibilas dengan air steril dan disimpan 
di atas kertas tisu steril di dalam cawan petri dan di 
simpan selama 3 hari di ruang inkubasi pada suhu 
18o ± 2°C dan selanjutnya ditanam pada media semi-
solid ½ MS dengan penambahan 0,05 mg/l  BA, 20 
g/l gula, dan 7 g/l agar untuk proses pembentukan 
dan perkembangan kalus embriogenik menjadi embrio 
somatik (Rachmawati et al. 2016). 
Perkecambahan Embrio dan Pembesaran Plantlet 
D. ‘Balithi CF22-58’ 
Embrio somatik D. ‘Balithi CF22-58’ yang sudah 
terbentuk dan berkembang selanjutnya ditanam pada 
media perlakuan untuk dikecambahkan (Gambar G1–
G2). Setelah kecambah berukuran ± 1 cm dengan 2–3 
daun (umur ± 2 bulan) dipisahkan secara individu dan 
dipindahkan pada media perlakuan yang sama untuk 
pembesaran plantlet (Gambar H1–H2). 
Percobaan disusun menggunakan RAK dengan 
lima ulangan. Setiap perlakuan terdiri atas 10 mini-
plantlet yang dikulturkan dalam  botol jam (Ø 7 cm; 
tinggi 12 cm) berisi media perlakuan untuk pembesaran 
plantlet sehingga terdapat 250 satuan percobaan. 
Tiga media yang diujicobakan adalah: MPP-1 (½ MS 
dengan vitamin penuh + 2% arang aktif), MPP-2 (½ 
MS dengan vitamin penuh), dan MPP-3 (2 g/l Rosasol 
18N-18P-18K-TE) dengan penambahan 20 g/l gula 
dan 7 g/l agar.  
Inkubasi  dan Pemeliharaan Kultur
Kultur in vitro D. ‘Balithi CF22-58’ mulai dari 
tahap inisiasi, proliferasi hingga regenerasinya 
diinkubasikan pada fotoperiode 12 jam terang dengan 
intensitas cahaya 13 μmol m-2 s-1 pada suhu 23,5 ± 
1,1ºC dengan kelembaban 60–70%.
Peubah Pengamatan
Pengamatan dilakukan secara periodik setiap 
bulan mulai dari tahap inisiasi, proliferasi hingga 
regenerasi. Peubah yang diamati pada tahap inisiasi, 
yaitu: waktu inisiasi kalus (hari setelah tanam/HST), 
respon inisiasi (kalus embriogenik (KE), embrio 
somatik (ES), tunas) (%), dan volume kalus (cm3). Pada 
tahap proliferasi kalus, peubah yang diamati adalah 
respon proliferasi (KE, ES, kecambah) (%),bobot 
basah KE (g/bulan), pertambahan bobot basah KE (g/
bulan), dan multiplikasi KE. Sementara itu, pada tahap 
perkecambahan dan pembesaran plantlet, peubah yang 
diamati adalah waktu perkecambahan (hari), persentase 
perkecambahan ES (%), jumlah kecambah ES per 
rumpun, tinggi kecambah, tinggi plantlet (cm), jumlah 
daun per plantlet, jumlah akar, panjang akar (cm), dan 
bobot basah plantlet (g).  
Analisis Data
Data yang terkumpul dari setiap tahapan penelitian 
dianalisis menggunakan analysis of varian (anova) 
dengan pengolah data SAS Release Window 9.12. 
Beda nyata nilai rata-rata perlakuan diuji lebih lanjut 
menggunakan Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT) pada taraf kepercayaan 95% (Mattjik & 
Sumertajaya 2006). Data hasil analisis ditampilkan 
dalam bentuk tabel dan grafik.
 
HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil pengamatan secara periodik diketahui bahwa 
inisiasi kalus embriogenik (KE) terjadi antara 11–17 
4J. Hort. Vol. 29 No. 2, Desember 2019 : 
HST. Ukuran kalus terus meningkat seiring dengan 
subkultur secara periodik pada tahap proliferasi awal 
(3–5 kali subkultur dengan interval 2–4 minggu). 
Kecepatan pertambahan ukuran kalus berkisar antara 
0,17–0,60 g/bulan. Kalus beregenerasi membentuk 
struktur embrio tahap globular pada 4,5–18 hari 
setelah subkultur.  Embrio berkecambah  pada 19–37 
hari setelah subkultur dan plantlet hasil pembesaran 
tumbuh dengan 3,0–5,3 cm tinggi, 4–6 jumlah daun, 
1–4 jumlah akar, dan 0,5–3,0 cm panjang akar dalam 
kurun waktu 2–3 bulan. Berdasarkan hasil pengamatan, 
penggunaan protokol ini dan dengan asumsi yang 
digunakan maka diperkirakan dapat dihasilkan plantlet 
sekitar 3.000–4.000 plantlet/eksplan/tahun.  
Pengaruh Media dan Jenis Eksplan Terhadap 
Inisiasi Kalus Embriogenik D. ‘Balithi CF22-58’
Hasil percobaan menunjukkan bahwa interaksi 
jenis media dan eksplan tidak memberikan pengaruh 
yang nyata. Namun demikian, faktor tunggal dari 
jenis media dan eksplan berpengaruh nyata pada hasil 
inisiasi kalus embriogenik. MI-1 (medium ½ MS yang 
ditambah 1,5 mg/l TDZ dan 0,5 mg/l BAP) merupakan 
medium terbaik untuk induksi kalus embriogenik (KE) 
dan berbeda nyata dibandingkan dengan dua  media 
lain. Medium ini mampu menginduksi KE hingga 
38,3%, di mana 18% membentuk stuktur embrio tahap 
globular dan 13% membentuk tunas (organogenesis) 
dengan waktu inisiasi  kalus 16,8 HST dan ukuran kalus 
0,05 cm3 (Tabel 1). Sementara medium MI-2 dan MI-3 
meningkatkan potensi pembentukan embrio dan tunas 
dengan potensi terbesar ditunjukkan oleh MI-2 untuk 
jumlah embrio globular dan MI-3 untuk jumlah tunas. 
Pada jenis eksplan, pangkal tunas merupakan jenis 
eksplan terbaik dalam pembentukan KE dan berbeda 
nyata dengan dua jenis eksplan yang lain. Eksplan ini 
mampu menginduksi pembentukan KE hingga 32%, 
di mana 11,7% dari KE tersebut merupakan embrio 
globular dan 13,7% tunas, dengan waktu inisiasi kalus 
selama 10,6 hari dan ukuran kalus 0,1 cm3 (Tabel 
1). Eksplan tunas pucuk dan tunas lateral dominan 
terstimulasi membentuk tunas aksiler (organogenesis) 
dengan persentase terbesar ditunjukkan oleh tunas 
pucuk. Hasil percobaan ini juga berhasil mengungkap 
peran TDZ yang dominan mendukung pembentukan 
KE, sementara mT cenderung menstimulasi terjadinya 
inisiasi dan proliferasi tunas aksiler (Tabel 1). 
Pengaruh Media dan Sistem Kultur Terhadap 
Proliferasi Kalus Embriogenik Dendrobium ‘Balithi 
CF22-58’  
Interaksi komposisi media dan sistem kultur  tidak 
memberikan pengaruh nyata pada tahap proliferasi KE 
D. ‘Balithi CF22-58’. Namun, secara terpisah faktor 
tunggal komposisi media dan sistem kultur memberikan 
pengaruh yang sangat nyata  pada semua peubah yang 
Tabel 1.  Waktu inisiasi kultur (HST), respon inisiasi, dan volume kalus embriogenik D. ‘Balithi CF22-58’ 
pada tiga media perlakuan dan tiga jenis eksplan [Culture initiation times (DAP), initiation responses, 
and callus size of D. ‘Balithi CF22-58’ on three media treatment and three explant types]
Perlakuan 
(Treatments)
Waktu inisiasi 
(Initiation times)
Respon inisiasi (Initiation responses) Ukuran KE
(EC size)KE
(EC)
Embrio globular
(Globular embryos)
Tunas
(Shoots)
HST (DAP) ………………. % ……………… cm3
Media (Media)  
MI-1 16,77 a 38,33 a 18,00 b 13,00 c 0,05 a
MI-2 14,16 b 11,00 b 34,33 a 26,67 b 0,01 c
MI-3 11,00 b 8,33 b 30,33 a 38,67 a 0,03 b
KK (CV) (%) 18,39 9,78 10,44 9,22 7,82
Jenis eksplan (Types of explant)
TP (ST) 11,90 a 14,00 b 9,33 a 42,00 ab 0,03 c
TL (LS) 13,25 a 11,67 b 17,33 a 35,67 a 0,07 b
PT (BP) 10,55 a 32,00 a 11,67 a 13,67 b 0,10 a
KK (CV), % 18,22 11,82 8,34 13,72 8,81
Angka rataan yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama untuk masing-masing perlakuan tidak berbeda nyata berdasarkan 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) pada taraf 5%. HST (hari setelah tanam); KE (kalus embriogenik); KK (koefisien keragaman); MI-1 
(1,5 mg/l TDZ + 0,5 mg/l BAP), MI-2 (2,5 mg/l mT + 0,05 mg/l BAP), MI-3 (5,0 mg/l mT + 0,05 mg/l BAP), dan semua media menggunakan 
½ MS, 20 g/l sukrosa dan 2 g/l gelrite; TP (tunas pucuk); TL (tunas lateral); PT (pangkal tunas ).  Means followed by the same letter in the 
same column are not significantly different based on DMRT p=0.05); DAP (days after planting);EC (embryogenic callus); CV (coeficient 
varians); MI-1 (1.5 mg/l TDZ + 0.5 mg/l BAP), MI-2 (2.5 mg/l mT + 0.05 mg/l BAP), MI-3 (5.0 mg/l mT + 0.05 mg/l BAP), and all media 
were supplemented with ½ MS,  20 g/l sucrose and 2 g/l gelrite; ST (shoot tip); LS (lateral shoot); BP (basal part)
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diamati. Proliferasi KE terbanyak dihasilkan pada 
TCS kalus yang dikulturkan pada media MP-2 (1,5 
mg/l TDZ + 0,5 mg/l BAP), yaitu 83,1%, meski 
pertambahan bobot kalus hanya mencapai 0,29 g/
bulan dan 3,23 laju multiplikasi. Media terbaik kedua 
ditunjukkan oleh media MP-1 (½ MS + 0,75 mg/l TDZ 
+ 0,25 mg/l BAP). Sementara medium MP-3 (½ MS 
+ 2,5 mg/l mT + 0,05 mg/l BAP) dan MP-4 (½ MS + 
5,0 mg/l mT + 0,05 mg/l BAP) dominan menstimulasi 
perkecambahan embrio dengan persentase tertinggi 
ditunjukkan oleh MP-4 (Tabel 2). 
Kultur cair memberikan hasil lebih baik 
dibandingkan kultur solid. Kultur cair mampu 
mendukung proliferasi KE hingga 73,5%, meski 
pertambahan bobot kalus hanya mencapai 0,18 g/
bulan dan 2,13 laju multiplikasi (Tabel 4). Hasil 
percobaan pada tahap ini menunjukkan bahwa medium 
MP-2 dan kultur cair merupakan perlakuan terbaik 
untuk mendapatkan proliferasi KE tertinggi, meski 
risiko kontaminasi dan pencokelatan masing-masing 
mencapai 19 dan 19,5% (data tidak ditunjukkan).  
Pembentukan dan Perkembangan Embrio Somatik 
D. ‘Balithi CF22-58’
Pembentukan dan perkembangan embrio somatik D. 
‘Balithi CF22-58’ dilakukan pada media terbaik hasil 
penelitian sebelumnya, yaitu pada media semi-solid 
½ MS dengan penambahan 0,05 mg/l  BA, 20 g/l 
gula, dan 7 g/l agar (Rachmawati et al. 2016). Proses 
diferensiasi dari kalus (pro-embrio) menjadi embrio 
yang siap dikecambahkan diperlukan waktu sekitar 2 
bulan dengan tahapan pro-embrio berkembang menjadi 
ES tahap globular, globular lalu berkembang menjadi 
embrio yang mempunyai suspensor di mana skutelum 
dibentuk pada bagian lateral dari embrio, primordia 
akar dan tunas berkembang pada bagian ujung-ujung 
aksis embrio, dan selanjutnya skutelum berkembang 
menjadi kotiledon tunggal (Gambar 1). Pada penelitian 
ini rata-rata dihasilkan 20–25 ES per clump kalus D. 
‘Balithi CF22-58’.
Pengaruh Media Terhadap Perkecambahan dan 
Pembesaran Plantlet D. ‘Balithi CF22-58’
Variasi media juga memberikan pengaruh nyata 
terhadap perkecambahan ES dan pembesaran plantlet 
D. ‘Balithi CF22-58’. Perkecambahan ES terbaik 
ditemukan pada media MPP-2 (½ MS vitamin penuh) 
dengan waktu inisiasi tercepat 21,3 hari, 86,9% ES 
berkecambah, 18,2 kecambah per rumpun, dan tinggi 
kecambah 0,91 cm (Tabel 3). Hasil terbaik kedua 
ditunjukkan oleh media MPP-1 dan terendah pada 
medium MPP-3, sedangkan untuk pembesaran plantlet, 
MPP-3 (2 g/l Rosasol 18N:18P:18K-TE) merupakan 
medium terbaik dan murah dengan 5,0 cm tinggi 
Tabel 2.  Respon proliferasi TCS kalus dan pertumbuhan eksplan D. ‘Balithi CF22-58’ pada empat media 
perlakuan (1 BST) dan dua sistem kultur [Proliferation responses of D. ‘Balithi CF22-58’ callus 
TCS culture and explant growth on four treatment media (1 MAP) and two culture systems] 
Perlakuan
(Treatments)
Respon proliferasi
(Proliferation responses), % Bobot basah KE 
pada awal kultur 
(Fresh weight of EC 
in initial culture), g
Pertambahan 
bobot KE 
(Addition of EC 
weight) (g/bulan)
Laju
multiplikasi KE 
(EC multiplication 
rate)
KE
(EC)
ES
(SE)
ES 
Berkecambah 
(Germinated SE)
Media (Media)
MP-1 30,94 b 53,00 a 16,06 b 0,16 0,20 c 2,25 c
MP-2 83,12 a 10,49 b 6,39 b 0,13 0,29 b 3,23 b
MP-3 14,89 c 14,78 b 70,33 a 0,17 0,36 b 3,12 b
MP-4 8,56 c 10,96 b 80,48 a 0,17 0,56 a 4,29 a
KK (CV), % 10,56 15,34 9,77 - 10,22 10,37
Sistem kultur 
(Culture system)
Padat (Solid) 49,84 b 28,16 a 22,00 a 0,12 0,34 a 3,83 a
Cair (Liquid) 73,49 a 20,12 a 6,39 b 0,16 0,18 b 2,13 b
KK (CV), % 10,56 15,34 9,77 - 7,88 8,34
Angka rataan yang diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama untuk masing-masing perlakuan tidak berbeda nyata berdasarkan 
Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) p=0,05. BSS (bulan setelah subkultur); KE (kalus embriogenik); ES (embrio somatik); KK (koefisien 
keragaman); KE (kalus embriogenik). MP-1 ( ½ MS +0,75  mg/l TDZ + 0,25 mg/l BAP), MP-2 ( ½ MS + 1,5  mg/l TDZ + 0, 5 mg/l BAP), 
MP-3 ½ MS + 2,5  mg/l mT + 0,05 mg/l BAP), dan MP-4 ( ½ MS + 5,0 mg/l mT + 0,05 mg/l BAP).  Means followed by the same letter in 
the same column are not significantly different based on DMRT p=0.05; TCS (thin cross section); MAP (month after planting); EC (em-
bryogenic callus); SE (somatic embryos); CV (coeficient varians) 
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plantlet, 4,9 jumlah daun per tunas, 2,8 jumlah akar, 
2,6 cm panjang akar dan 0,27 g bobot basah plantlet 
(Tabel 4). Hasil terbaik kedua ditunjukkan oleh MPP-2 
dan terendah pada MPP-3. 
Hasil penelitian ini berhasil mengembangkan 
protokol perbanyakan masal D. ‘Balithi CF22-58’ 
secara in vitro dengan keunikannya, mengingat 
setiap genotipe tanaman, termasuk Dendrobium, 
memiliki perilaku dan respon spesifik dalam kultur 
in vitro termasuk arah hasil regenerasinya (Chung, 
Gambar 1.  Pembentukan dan perkembangan embrio somatik pada Dendrobium. (A) pro-embrio, (B) 
globular, (C) skutellar, dan (D) koleoptilar [The formation and development of somatic embryos 
in Dendrobium. (A) pro-embryos, (B) globular, (C) scutellar, and (D) coleoptillar]
A B C D
Tabel 3.  Pengaruh media terhadap perkecambahan embrio somatik  Dendrobium  ‘Balithi CF22-58’ ( Effect 
of media on somatic embryos germination of Dendrobium  ‘Balithi CF22-58’ )
Media 
(Media)
Waktu perkecambahan 
(Times of germination)  
Hari (Days)
Persentase 
perkecambahan ES
(Percentage of somatic 
embryos germination)
%
Jumlah kecambah ES per 
gerombol
( Number of sprouts 
somatic embryos per clump)
Tinggi 
kecambah 
(High of 
sprouts), cm
MPP-1 32,5 b 79,0 b 13,22 ab 0,72 b
MPP-2 21,3 a 86,9 a 18,23 a 0,91 a
MPP-3 35,0 b 71,4 b 9,48 b 0,68 b
KK (CV) (%) 13,22 15,65 9,25 12,33
MPP-1 (1/2 MS-FV + 2% charcoal); MPP-2 (1/2 MS-FV); MPP-3 (2 g/l Rosasol: Pupuk Daun NPK 18:18:18 TE). Angka rataan yang 
diikuti oleh huruf yang sama pada kolom yang sama untuk masing-masing perlakuan tidak  berbeda nyata berdasarkan Duncan’s Multiple 
Range Test (DMRT) p= 0,05. Means followed by the same letter in the same column are not significantly different based on DMRT p=0.05 
Tabel 4.   Pengaruh media terhadap pembesaran plantlet Dendrobium ‘Balithi CF22-58’ (Effect of media on 
plantlet enlargement of Dendrobium  ‘Balithi CF22-58’)
Media 
(Media)
Tinggi plantlet 
(High of plantlets) 
cm
Jumlah daun per 
plantlet 
(Number of leafs)
Jumlah akar 
(Number of roots)
Panjang akar 
(Lenght of 
roots), cm
Bobot basah 
plantlet 
(Fresh weight of 
plantlet), g
MPP-1 32,5 b 79,0 b 13,22 ab 0,72 b 0,25 a
MPP-2 21,3 a 86,9 a 18,23 a 0,91 a 0,32 a
MPP-3 35,0 b 71,4 b 9,48 b 0,68 b 0,27 a
KK (CV), % 13,22 15,65 9,25 12,33 12,45
MPP-1 (1/2 MS-FV +  2% charcoal); MPP-2 (1/2 MS-FV); MPP-3 (2 g/l Rosasol 18N:18P:18K-TE). Angka rataan yang diikuti oleh huruf 
yang sama pada kolom yang sama untuk masing-masing perlakuan tidak  berbeda nyata berdasarkan Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
p= 0,05. Means followed by the same letter in the same column are not significantly different based on DMRT p=0.05  
Chen & Chang 2007; Mei et al. 2012; Winarto et al. 
2013; Juntada et al. 2015; Rachmawati et al. 2014; 
Rachmawati et al. 2015; Parthibhan et al. 2018). Inisiasi 
kultur sebagai tahap paling krusial keberhasilannya 
sangat dipengaruhi oleh perilaku dan respon spesifik 
genotipe maupun eksplan terhadap media, kondisi 
inkubasi, dan sistem kultur yang digunakan (Chung, 
Chen & Chang 2007; Mei et al. 2012; Rachmawati 
et al. 2014; Rachmawati et al. 2015). Pada studi 
ini respon inisiasi pangkal tunas (basal part) yang 
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Gambar 2.  Perbanyakan in vitro D. ‘Balithi CF22-58’ melalui embriogenesis somatik tidak langsung (In vitro 
propagation of D. ‘Balithi CF22-58’ via indirect somatic embryogenesis). (A) bunga D. ‘Balithi 
CF22-58’, (B) plantlet sebagai eksplan, (C) bagian plantlet yang digunakan sebagai eksplan: 
tunas pucuk (TP), tunas lateral (TL), dan basal part (BP), (D) inisiasi kalus embriogenik, 
(D1–D4): kalus embriogenik (KE) asal eksplan BP dan pembesarannya (±1 bulan), (E1–E3) 
proses proliferasi awal KE pada kultur padat (3–5x subkultur, interval 2–4 minggu: 3–5 bulan), 
(F1–F4) proses proliferasi KE/embrio somatik (ES) pada kultur cair (3x; interval 2–4 minggu: 
3 bulan), (G1) pembentukan dan perkembangan ES (1 bulan), (G2) perkecambahan ES (2 
bulan), dan (H1–H2) pembesaran plantlet (3 bulan) [(A) flowers of D. ‘Balithi CF22-58’, (B) 
plantlet as explant, (C) part of plantlet: shoot tip, lateral shoot, and basal part, (D) initiation of 
embriogenic callus (EC), (D1–D4) growth of embriogenic callus from basal part (BP) explant (1 
month), (E1–E3) initial proliferation of EC on solid media (3–5 months), (F1–F4) EC proliferation 
in liquid media (3 months), (G1) formation and development of somatic embryos (1 month), (G2) 
: somatic embryos germination (2 months), and (H1–H2) enlargement of plantlets (3 months)]
dikultur pada medium ½ MS yang ditambah 1,5 mg/l 
TDZ dan 0,5 mg/l BAP memberikan hasil terbaik 
dengan persentase KE hingga 32% dan 0,1 cm3 ukuran 
kalus. Hasil percobaan sebelumnya diketahui bahwa 
pembentukan 85% KE D. ‘Zahra FR-62’ terbaik dicatat 
pada eksplan tunas pucuk yang ditanam pada medium 
½ MS yang ditambah 1,0 mg/l TDZ dan 0,5 mg/l BAP 
(Winarto et al. 2013), induksi KE D. ‘Gradita 10’ 
tertinggi hingga 80% ditemukan pada eksplan daun 
yang dikulturkan pada medium ½ MS yang ditambah 
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1,0 mg/l TDZ dan 0,5 mg/l BAP (Rachmawati et al. 
2014). Pada D. Indonesia Raya ‘Ina’, induksi KE 
hingga 100% dengan 0,4 g bobot basah KE, 4,3 mm3 
ukuran kalus ditemukan pada eksplan tunas pucuk 
yang dikultur pada medium ½ MS yang ditambah 
1,5 mg/l TDZ dan 0,5 mg/l BAP (Rachmawati et al. 
2015), Juntada et al. (2015) mendapatkan hasil terbaik 
hingga 49% embriogenesis D. Sonia ‘Ersakul’ dengan 
mengkultur pangkal tangkai daun pada medium ½ MS 
yang ditambah dengan 1,0 mg/l TDZ, sedangkan pada 
D. aqueum hasil terbaik produksi kalus embriogenik 
hingga 41,4% ditemukan pada medium ½ MS yang 
ditambah dengan 0,5 mg/l Zeatin (Parthibhan et al. 
2018). Hasil ini semakin memperkuat hasil penelitian 
sebelumnya bahwa aplikasi TDZ dalam induksi KE 
memiliki peran yang sangat penting dibanding zat 
pengatur tumbuh (ZPT) lainnya. TDZ berperan sebagai 
bioregulan dalam modulasi hormon endogen, yaitu 
menstimulasi produksi dan akumulasi sitokinin pada 
sel-sel meristematik eksplan dan sebagai inhibitor 
sitokinin oksidase yang mencegah terjadinya degradasi 
sitokinin tipe Adenin (BA). Peningkatan akumulasi BA 
pada bagian sel tersebut akan meningkatkan aktivitas 
pembelahan sel, yang dalam penelitian ini terlihat 
dari pembentukan kalus yang cepat. Selain itu TDZ 
berperan penting dalam modifikasi membran sel, 
level energi, penyerapan nutrisi, dan asimilasi nutrien 
yang berdampak pada meningkatnya respon sel dalam 
proses inisiasi kalus dan/atau pembentukan embrio 
(Murthy, March & Saxena 1998; Gaba 2005; Tefera 
& Wannakrairoj 2006; Guo et al. 2011)
Pada proliferasi KE, hasil penelitian sebelumnya 
pada D. ‘Jayakarta’, D. ‘Gradita 31’, D. ‘Zahra FR 
62’, dan D. ‘Gradita 10’ berhasil dilakukan dengan 
mensubkultur KE pada medium cair ½ MS yang 
mengandung 0,3 mg/l TDZ dan 0,1 mg/l NAA (Winarto 
2012; Winarto & Rachmawati 2013; Winarto et al. 
2013; Rachmawati et al. 2014). Rachmawati et al. 
(2016) melaporkan bahwa medium ½ MS cair + 0,5 
mg/l  TDZ + 0,10 mg/l  BAP + 150 ml/l air kelapa + 20 
g/l sukrosa + 150 mg/l L-Prolin mampu menghasilkan 
98,2% KE dengan tingkat multiplikasi kalus sebesar 
5,58. Pada penelitian lain, proliferasi KE terbaik 
ditemukan pada kombinasi 3 mg/l TDZ dengan 1 mg/l 
NAA dalam medium ½ MS cair untuk D. ‘Chiangmai 
Pink’ (Chung,  2006, 2007). Pada 
penelitian ini, proliferasi KE terbaik hingga 83,1% 
untuk D. ‘Balithi CF22-58’ ditemukan pada media 
½ MS cair dengan penambahan 1,5  mg/l TDZ dan 
0,5 mg/l BAP. Hasil ini memperkuat bukti bahwa 
perbanyakan KE terbaik dilakukan pada medium ½ 
MS cair yang tetap ditambah dengan TDZ.  
Perkecambahan ES  dan pembesaran plantlet 
juga dipengaruhi oleh genotipe dan komposisi 
media yang digunakan (Martin & Madassery 2006; 
Khatun et al. 2010; Vijayakumar, Rajalkshmi & 
Kalimuthu 2014; Winarto et al. 2013; Rachmawati 
et al. 2014; Rachmawati et al. 2016). Pada penelitian 
ini perkecambahan ES D. ‘Balithi CF22-58’ terbaik 
ditemukan pada medium ½ MS dengan vitamin 
penuh tanpa ZPT. Hasil serupa ditemukan pada 
perkecambahan D. ‘Zahra FR 62’ (Winarto et al. 
2013), D. ‘Gradita 10’ dan  D. Indonesia Raya ’Ina’ 
(Rachmawati et al. 2014; Rachmawati et al. 2016). 
Sementara medium ½ MS dengan 2 g/l arang aktif pada 
D. ‘Sonia 17’ dan ‘Sonia 18’ (Martin & Madassery 
2006), medium MS dengan 0,5 mg/l BAP dan 1,0 mg/l 
IBA pada Dendrobium hibrida (Khatun et al. 2010), 
dan medium MS yang mengandung 3% sukrosa, 1,5 
mg/l BA, dan 15% air kelapa untuk D. aggregatum 
(Vijayakumar, Rajalkshmi & Kalimuthu 2014). Hasil 
ini membuktikan bahwa untuk perkecambahan ES 
hanya memerlukan medium dengan komposisi yang 
sederhana, karena pada tahap ini merupakan puncak 
dari akumulasi cadangan karbohidrat, lipid dan 
protein, dehidrasi embrio dan penurunan respirasi 
selular, dan ekspresi gen protein late embryogenic 
abundant (LEA) (Srinivas, Ganapathi & Suprasanna 
2006; Zhu 2014)
Pembesa ran  p lan t l e t  d ipe r lukan  un tuk 
mempersiapkan plantlet yang sehat, vigor, dan 
berkualitas yang siap dan mudah untuk diaklimatisasi. 
Pada penelitian ini, pertumbuhan plantlet D. ‘Balithi 
CF22-58’ terbaik ditemukan pada media MPP-3 (2 
g/l Rosasol 18N:18P:18K- TE dengan penambahan 
20 g/l  gula, dan 7 g/l  agar). Pada penelitian lain 
juga dilaporkan bahwa medium 3 g/l  Hyponex yang 
dilengkapi dengan arang aktif sesuai untuk pembesaran 
plantlet D. transparens (Alam et al. 2002),  medium 
Hyponex® (5N: 10P: 5K) yang mengandung arang aktif 
pada D. crumenatum dan D. transparens  (Meesawat 
& Kanchanapoom 2002; Alam et al. 2002) (200 mg/l 
32N : 10P : 10K + 50 mg/l  20N : 20P : 20K + 100 mg/l 
6N : 30 P : 30K ) ditambah dengan 100 ml/l  AK dan 
medium Rosasol® (pupuk cair; 1.5 g/l 18 N:18P:18K 
+ 1,5 g/l  25 N:10P:10K+ TE) untuk D. ‘Gradita 31’ 
(Winarto & Rachmawati 2013; Winarto & da Silva 
2015), dan medium AM-5 (2 g/l  Hyponex + 150 ml/l  
air kelapa + 20 g/l  gula + 7 g/l  agar + 2% arang aktif, 
tanpa ZPT) untuk pembesaran plantlet D. Indonesia 
Raya ’Ina’ (Rachmawati et al. 2016). Hasil-hasil 
penelitian tersebut memberi bukti bahwa pemanfaatan 
dan penggunaan media yang berasal dari pupuk 
berdampak positif terhadap produksi plantlet yang 
sehat dan vigor dan siap diaklimatisasi, sedangkan 
aklimatisasi plantlet tidak disinggung dalam penelitian 
ini mengingat aklimatisasi plantlet bukan masalah 
kritikal dalam kultur in vitro Dendrobium.   
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KESIMPULAN DAN SARAN
Inisiasi kalus embriogenik (KE) D. ’Balithi 
CF22-58’ terbaik pada eksplan pangkal tunas yang 
dikulturkan pada media MI-1 (medium ½ MS + 1,5 
mg/l TDZ + 0,5 mg/l BAP). Kalus embrionik (KE) 
berhasil diproliferasi secara maksimal pada medium 
inisiasi kalus dalam bentuk cair. Embrio somatik 
dikecambahkan dengan mudah pada medium ½ MS 
dengan vitamin penuh tanpa ZPT dan dibesarkan 
dengan hasil optimal pada medium 2 g/l Rosasol 
18:18:18 TE. Perbanyakan anggrek D. ’Balithi CF22-
58’ dengan protokol ini diperkirakan dapat dihasilkan 
sekitar 3.000–4.000 plantlet/eksplan/tahun.  
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